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SUMMARY
SUMMARY
After acute myocardial infarction (AMI) the appearance of myocardial
cytoplasmatic components (f.£. proteins) in the bloodstream is a typical
phenomenon. Due to severe damage to the sarcolemma the permeability of this
membrane is increased, resulting in the release of intracellular components -
including proteins - into the interstitial space. From the interstitial space these
proteins reach the vascular system, either directly through the endothelial cells
lining the capillary wall, or via the lymphatic drainage system. It is generally
accepted that plasma levels of cytoplasmatic proteins or the plasma activity levels
of cytoplasmatic enzymes can be used for assessment of AMI. As shown in
experiments with laboratory animals, one of the cytoplasmatic proteins that is
released into the circulation after AMI is the non-enzymatic, heart-type fatty acid-
binding protein (H-FABP).
In this thesis studies are described that were designed to establish whether or
not the plasma H-FABP level can be used as a marker for the quafifafttv and
«fuanrihifiw assessment of AMI in patients with clinical indications of AMI. To this
end the plasma H-FABP content was compared with those of other cytoplasmatic
proteins which are currently used for assessment of tissue underperfusion
(ischaemia) and/or AMI. This enabled us to better define the suitability of
measurement of plasma H-FABP content for the assessment of ischaemia and/or
AMI. After a general introduction about lipid transport and metabolism in the
heart, the role of H-FABP therein and some basic principles of ischaemia induced
damage in the heart, the outline of this thesis is described in Chapter 1.
Because of the abundant presence of the naturally circulating fatty acid-binding
protein albumin in plasma, direct quantitative measurement of plasma H-FABP
content through its functional capacity of binding fatty acids was not possible.
After ruling out other quantitative measurements (these would require preceding
extraction of H-FABP from the plasma, with the possible introduction of
inaccuracies), the decision was made to develop a quantitative
assay to monitor H-FABP in human blood. The fact that there is more then one
specific tissue type of FABP prompted us to synthesize oligo-peptides which
corresponded with different antigenic parts of the human H-FABP molecule. These
synthetic peptides where, in turn, used to raise type-specific antibodies to human
H-FABP. It was expected that, when used in the immunochemical assay, these
antibodies would add to the specificity of the assay. Besides a classical description
of all materials and methods used for carrying out most of the experiments, the
synthesis of oligo-peptides as well as the development of type-specific antibodies
to human H-FABP are described in Chapter 2.
Chapter 3 contains a detailed description of immunochemical assays in
general, but with emphasis on the development and validation of a quantitative
immunoassay (sandwich ELISA) for the measurement of plasma H-FABP levels in
human plasma. Immunochemical experiments involving the use of antibodies
against synthetic peptides from the human H-FABP molecule are described in
Chapter 4. The main conclusion drawn from the results in Chapter 4 is that
application of antibodies against synthetic peptides (related to human H-FABP) in
an immunochemical assay is not successful. In contrast, polyclonal monospecific
111
antibodies against native human H-FABP were found to be useful to construct a
two- antibody enzyme linked immunosorbent assay of the antigen capture type
(sandwich ELISA) for detection and quantitation of human H-FABP in biochemical
samples.
Chapter 5 describes the qualitative assessment of AMI through measurements
of plasma H-FABP levels, while in Chapter 6 the emphasis is put on the
quantitative assessment of total cardiac tissue damage as a result of AMI. In both
Chapters 5 and 6 the results were compared with values obtained from
measurements of myoglobin and of commonly used enzymatic markers like the
cardiospecific enzymes creatine kinase MB (CK-MB) and alpha-hydroxybutyrate
dehydrogenase (a-HBDH). Results of both chapters showed that H-FABP plasma
levels can indeed be used for both <j«a/itafii'e and quantitative assessment of AMI.
The validity of a consecutive hypothesis, namely that the fast appearance of H-
FABP in the circulation upon AMI should be reflected by a depletion of H-FABP
from cardiac tissue, was tested by performing macroscopic enzyme-histochemical
and microscopic histochemical and immunohistochemical analyses of human
myocardial tissue sections that included areas that had suffered from ischaemia
and/or infarction (Chapter 7). Results showed that microscopic evaluation of
cardiac tissue sections, immunostained with antibodies against human H-FABP,
can reveal myocardial infarctions with a post-infarction interval of less than four
hours.
The results of the various investigations in this thesis are compared, discussed,
and summarized in Chapter 8.
From the investigations presented in this thesis the following major
conclusions can be drawn:
1. The plasma concentration of heart-type FABP is a useful parameter for the
early assessment or exclusion of acute myocardial infarction in man.
2. Heart-type FABP released from the heart after acute myocardial infarction is
quantitatively recovered in plasma and is a useful biochemical plasma marker
for the estimation of myocardial infarct size in man.
3. Heart-type FABP immunostaining may detect very recent ischemia/infarction




Het verschijnen van cytoplasmatische bestanddelen van hartspiercellen (bijv.
eiwitten) in de bloedbaan is een typisch gevolg van een acuut myocardiaal infarct
(AMI). Door ernstige beschadiging van de celwand is de doorlaatbaarheid van dit
membraan sterk verhoogd hetgeen resulteert in de afgifte van intracellulaire
bestanddelen, waaronder eiwitten, aan de interstitiële ruimte (weefselvocht).
Vanuit de interstitiële ruimte komen deze eiwitten terecht in de bloedbaan, hetzij
door een direct transport door de endotheliale lijst, of indirect via het lymfatisch
afvoersysteem. De hoeveelheid (of enzymatische activiteit van) myocardiale cyto-
plasmatische eiwitten in het plasma kan gebruikt worden om zowel het optreden
als ook de omvang van een AMI vast te stellen. Dierexperimenteel onderzoek heeft
aangetoond dat tot de cytoplasmatische eiwitten die na AMI in de bloedbaan
verschijnen ook het myocardiaal vetzuurbindend eiwit behoort (heart-type fatty
acid-binding protein, H-FABP).
De studies, die in dit proefschrift beschreven zijn, werden opgezet om de
hypothese te verifiëren dat het gehalte aan H-FABP in bloedplasma gebruik» kan
worden voor zowel de fcuw/;ta/i<i>e als de Jtuunfitatiror bepaling van een AMI bij
patiënten met klinische aanwijzingen voor deze aandoening. Daartoe werd het H-
FABP gehalte in plasma vergeleken met dat van verschillende cytoplasmatische ei-
witten en enzymen die momenteel voor dit doel al gebruikt worden.
In Hoofdstuk 1 wordt eerst een algemene inleiding gegeven over het transport
en metabolisme van vetten in het hart, en de rol die het H-FABP hierbij waar-
schijnlijk speelt. Ook worden een aantal basale redenen besproken waarom
ischemie schade aan het hart veroorzaakt. Tenslotte worden de hoofdlijnen van het
proefschrift uiteengezet. In Hoofdstuk 2 wordt de bepaling van H-FABP in bloed-
plasma beschreven. Vanwege de aanwezigheid in bloedplasma vane een relatief
grote hoeveelheid albumine, een eiwit dat ook vetzuur kan binden, is het niet
mogelijk de hoeveelheid H-FABP in plasma direct te meten door gebruik te maken
van de functionele eigenschap van H-FABP. Voor een aantal andere kwantitatieve
bepalingsmethoden geldt verder dat het H-FABP eerst uit plasma gezuiverd zou
moeten worden, hetgeen onnauwkeurigheden tot gevolg kan hebben. Om boven-
staande redenen werd besloten een kwantitatieve immunodiemi'sc/tf bepalingsme-
thode (een zogenaamde kwantitatieve immunoassay) te ontwikkelen, waarmee
vervolgens het verloop van het H-FABP gehalte in plasma kan worden gevolgd.
Het feit dat er meerdere (weefsel-)specifieke FABP typen bestaan zette ons ertoe
aan te proberen om oligo-peptiden te synthetiseren, corresponderend met verschil-
lende antigene delen van het menselijk H-FABP molecuul. Deze synthetische
peptiden werden daarna gebruikt om antilichamen op te wekken die specifiek
gericht zijn tegen het menselijk H-FABP. Het gebruik van deze antilichamen in de
immunoassay zou de specificiteit van deze methode kunnen verhogen. Naast een
klassieke beschrijving van alle materialen en methoden die gebruikt werden voor
het uitvoeren van het merendeel van de experimenten, worden in Hoofdstuk 2
ook de synthese van deze oligo-peptiden en het opwekken van antilichamen,
specifiek gericht tegen het menselijk H-FABP, beschreven.
Hoofdstuk 3 bevat een gedetailleerde beschrijving van immunoassays in het
algemeen, waarbij de nadruk is gelegd op de ontwikkeling en validering van een
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kwantitatieve immunoassay (sandwich ELISA) voor het meten van hoeveelheden
H-FABP in menselijk bloedplasma in het bijzonder. In Hoofdstuk 4 wordt
beschreven dat de immunochemische experimenten, waarbij gepoogd werd om
antilichamen tegen de synthetische peptiden van het menselijk H-FABP molecuul
te gebruiken, niet tot het gewenste resultaat hebben geleid. Daarentegen bleken
antilichamen tegen het volledig H-FABP molecuul zeer bruikbaar te zijn om een
betrouwbare en gevoelige bepalingsmethode op te zetten.
Hoofdstuk 5 handelt over de fcuniitatiew aantoning van een AMI door meting
van de hoeveelheden H-FABP in plasma, terwijl in Hoofdstuk 6 de nadruk wordt
gelegd op de Jlcwant/taf/iw bepaling van de totale hoeveelheid weefselschade ten
gevolge van het AMI. In beide Hoofdstukken worden de resultaten vergeleken
met uitkomsten van metingen in plasma van myoglobine en andere gebruikelijke
parameters zoals de hartspecifieke enzymen creatine kinase MB (CK-MB) en alpha-
hydroxybutyraat dehydrogenase (a-HBDH). De resultaten in beide hoofdstukken
tonen aan dat de hoeveelheden H-FABP in plasma inderdaad gebruikt kunnen
worden voor zowel een /rwaii'toriere als een Jcwanh'totieve bepaling van een AMI.
In Hoofdstuk 7 is de geldigheid van een daaruit voortvloeiende hypothese
getest, namelijk dat het snelle verschijnen van H-FABP in de bloedbaan na een
AMI gecorreleerd zou moeten zijn aan het verdwijnen van H-FABP uit hart-
weefsel. Hiertoe werden macroscopische enzym-histochemische en microscopische
histcxhemische en immunohistochemische experimenten uitgevoerd op coupes van
menselijk hartspierweefsel waarin zich gebieden bevonden die ischemie en/of een
infarct hadden ondergaan. De resultaten van deze experimenten tonen aan dat
microscopische beoordeling van hartweefsel coupes, na een immunokleuring met
antilichamen tegen het menselijk H-FABP, myocardiale infarcten die jonger zijn
dan vier uur - gerekend vanaf het moment van het optreden van de eerste
klinische tekenen van AMI - aan het licht kan brengen.
De resultaten van de verschillende studies in dit proefschrift worden
vergeleken, besproken en samengevat Hoofdstuk 8.
De belangrijkste conclusies die uit de resultaten van het onderzoek, zoals
beschreven in dit proefschrift, getrokken kunnen worden zijn:
1. De plasma concentratie van het hart-type FABP is goed bruikbaar om bij de
mens de aanwezigheid van een acuut myocardinfarct te bevestigen dan wel uit
te sluiten.
2. Al het hart-type FABP dat na een acuut myocardinfarct bij de mens vrijkomt
uit het hart wordt teruggevonden in het plasma en kan daarom gebruikt
worden als biochemische plasma merker voor de schatting van de grootte van
het myocardinfarct.
3. Immunohistochemische aankleuring van het hart-type FABP kan in de
pathologie routinematig gebruikt worden om zeer recente ischemie of
infarcering van het menselijk myocard aan te tonen.
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